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論文内容の要約 
 
【背景】 
	 アストロサイト（星状膠細胞）は，中枢神経系に局在するグリア細胞の 1 つであり, 中
枢神経の構造や機能維持に重要な役割を担っている．神経と血管の間に位置し，イオ
ンや化学伝達物質の授受や細胞外液の恒常性維持など多様な役割を果たしている．特
に, 血管の表面をアストロサイトの end feet（足突起）が覆っており，血液脳関門（BBB）
の構成要素として知られている． 
	 筋萎縮性側索硬化症 (Amyotrophic Lateral Sclerosis : ALS) は上位，下位双方の運
動ニューロンが死滅していく進行性の神経変性疾患である．進行が速く，発症後 3〜5
年で呼吸筋麻痺により死亡することが知られている．治療薬として，グルタミン酸放
出抑制薬のリルゾールが進行を遅らせることで適用となっているが、根治可能な治療
薬は未だに開発されていない．ALS は，その患者のうち 90%が孤発性，10%が家族性
であることが知られている. 家族性 ALS の約 2 割で superoxide dismutase 1 (SOD1) 
に変異が発見されている．多くの研究結果で，ALS モデルマウス及び ALS 患者の脊髄
でアストロサイトの活性化が報告されており，ミクログリアやアストロサイトの活性
化が，ALS モデルマウスや ALS 患者の運動ニューロン死に積極的に関与していること
も最近の研究でわかっている． また，ALS の病理学的特徴の一つとして，神経系血管
の損傷と ALS との関連が報告されてきた．ALS を発症したマウスや患者が神経系の血
管障害を受けていることから，ALS が神経血管病 (neurovascular disease) としての
一面を持つと考えられている． 
	 アクアポリン 4（AQP4）は，アストロサイト足突起に選択的に発現していることか
ら，血液脳関門における水の移動に関与している可能性が考えられている. これまでに,  
ALS モデルマウス及び ALS 患者でグリオーシスが,  ALS 終期ラットモデルでアスト
ロサイトの活性化及びAQP4の過剰発現が報告されている.  ALSの血管病変とAQP4
の過剰発現には何らかの因果関係があると推測されるが，詳細はわかっていない． 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 		 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
【目的】 
	 ALS の病態は, ミクログリア活性化や T 細胞の浸潤といった免疫系だけでなく，血
管病としての側面を持つ神経変性疾患である．ALS における BBB 破綻において，ア
ストロサイトの足突起に局在している AQP4 の発現変化が関与していることが報告さ
れていることから，BBB 破綻と AQP4 発現変化が ALS 発症メカニズムに関与する可
能性はないだろうかと考えた． 
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	 本研究では最初に，ALS モデルマウス，さらには ALS 患者における AQP4 の局在
を確認することとした．また，アストロサイトの活性化が，AQP4 の局在変化に関与
しているかどうか検討した．さらに，BBB 破綻と AQP4 発現変化との関与及び ALS
病態進行に AQP4 がどのように関わっているのか，さらに近年明らかとなったグリア
細胞を介する脳のリンパ流 (glymphatic pathway) におけるAQP4の機能とALSとの
関与を明らかにすることを目的とし，ALS モデルマウスである SOD1G93Aマウスと
AQP4 ノックアウトマウスを掛け合わせ，AQP4 を欠損した SOD1 G93Aマウスを作出
して研究を進めた． 
 
【結果】 
①	ALS 病態進行に伴う AQP4 の局在変化 
	 ALS モデルマウスでは病態進行に伴い，GFAP (アストロサイトの活性化マーカー) 
の発現増加とともに，AQP4 の局在異常が確認された.  AQP4 の局在は，野生型（WT）
では血管に沿った局在が見られるのに対し，ALS の病態進行とともにその局在は乱れ，
終期には脊髄全体に広がった染色像が確認された．前角・後角ともに局在異常が見受
けられたが，前角では ALS 発症直後 120 日にはすでに血管周囲から逸脱しているのに
対し，後角では 120 日，140 日においても AQP4 の血管周囲局在は保たれていること
がわかった． ALS における運動ニューロン変性との関与が示唆される． 
	 また，発現量の定量を行なってみたところ，ALS における RNA 発現は，AQP4，
GFAP ともに病態の進行に伴い上昇していた．さらに，Western blot の結果より，タ
ンパク質レベルでも病態の進行とともに，AQP4 は 150 日で，GFAP は 120 日以降で
発現が上昇していることがわかった (Figure 1)． 
	 ヒト ALS 患者の脊髄でも AQP4 の局在異常が見られた.ヒト ALS 患者での AQP4 の
局在を解析してみると，AQP4 の強い局在異常（発現上昇）は４例，具体的には家族
性 ALS 患者１例及び３例の孤発性 ALS 患者でみられ，中程度が４例，コントロール
群と同程度の発現は 1 例でみられた． ALS 患者で AQP4 の局在異常が認められるも
のの, その局在異常の強弱は，亡くなった年齢や罹患期間，最初にあらわれた神経学的
な症状との相関はなかった． 
 
②	グリオーシスとの関与 
	 次に，AQP4 の局在の乱れは，ALS が直接の原因なのか，グリオーシスに伴う二次
的変化であるかを検討するため，急性及び慢性グリオーシス処置を行った． 
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	 坐骨神経軸索切断及び LPS 投与（1 mg/kg を 4 日間連続腹腔内投与）による急性グ
リオーシスでは，AQP4 は血管に沿った局在が認められ，局在に変化はなかった．さ
らに，慢性グリオーシス（片側坐骨神経挫滅処置を２週間に１度，計４回繰り返した）
を施し，AQP4 の局在変化を検討したところ，挫滅処置を行った側の脊髄では顕著な
グリオーシスが観察され，処置を行わなかった側と明らかに差が見られた．しかし，
AQP4 の局在は，損傷部位側と損傷を受けていない側では変化はなく，両側で AQP4
の血管に沿った局在が認められた． 
	 このように, 急性及び慢性グリオーシスを起こしても AQP4 の局在に変化はみられ
なかったことから, ALS における AQP4 の局在異常・発現上昇は，グリオーシスに伴
って起こるものではなく，ALS 病態特異的であり運動ニューロン変性が関与している
可能性が示唆された． 
 
③	AQP4 欠損 ALS マウスにおける BBB 破綻評価 
	 AQP4 の局在変化が，ALS における BBB 破綻に影響を与えているのか確認するた
め，AQP4 を欠損した SOD1G93A（SOD1G93A;AQP4(-/-)）マウスを作出して BBB 破綻
がどのように変化しているのかを検討した． 
	 最初に，プルシアンブルー染色による BBB の破綻評価を行った． SOD1G93Aマウス
では発症前（60 日齢）から発症後（120 日齢），終期（153 日齢）でブルースポットが
観察され，発症前から破綻が起こっていることがわかった．一方，SOD1G93A;AQP4(-/-)
マウスでは，全ての病期においてブルースポットは認められず，ヘモシデリン漏出が
観察されないという結果が得られた．次に，BBB 破綻の評価手法の１つとして知られ
ている抗マウス IgG 抗体を用いた免疫蛍光染色による IgG 漏出評価も行なった．
SOD1G93Aマウスでは，発症前には IgG 漏出は見られないが，発症後及び終期では IgG
漏出が認められた．一方で，SOD1G93A;AQP4(-/-)マウスでは，全ての病期において IgG
漏出はほとんど見られなかった．本研究における BBB 破綻評価により，AQP4 が ALS
における BBB の破綻に関与していることが示唆された． 
 
④	AQP4 欠損 ALS マウスにおける発症時期・生存期間・筋力変化の解析 
	 SOD1G93A及び SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスにおける発症及び生存期間の測定の結果，
発症は，SOD1G93Aマウスで平均 113.1 日，SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスで平均 104.3
日となり，SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスのほうが SOD1G93Aマウスよりも 8.8 日有意に
早まる結果となった．生存期間は SOD1G93Aマウスの平均 164.6 日，SOD1G93A;AQP4 
(-/-)マウスの平均 157.7 日であり，生存期間も SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスのほうが
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SOD1G93Aマウスよりも 6.9 日有意に早まる結果となった．一方で、SOD1G93A;AQP4 
(-/-)マウスでは発症開始及び生存期間が同時に短縮したことから，罹患期間（発症後の
生存期間）に有意差は見られなかった． Wire Hanging Test による筋力測定の結果に
おいても， SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスは SOD1G93Aマウスに比べ，発症期付近からの
筋力低下がやや早く進行することが認められた． 
 
⑤	AQP4 欠損 ALS マウスにおける SOD1 オリゴマー量測定 
	 病原性を獲得した変異 SOD1 のクリアランスが，AQP4 を欠損させた ALS マウスで
はどのように変化しているか確認するため，ELISA による SOD1 オリゴマー量測定を
行なった．SOD1G93A;AQP4-/-マウスの腰髄における可溶性 SOD1 オリゴマー量は，
SOD1G93Aマウスに比べ，60 日齢で 17 %，120 日齢で 22%，140 日齢で 33 %高値で
あった．頸髄においても，可溶性 SOD1 オリゴマー量は有意に増加していた. また，
可溶性ミスフォールド SOD1 量も AQP4 を欠損したマウスで有意に増加しており，一
方で，総可溶性 SOD1 量は，SOD1G93A と SOD1G93A;AQP4-/-マウス間で同程度であっ
た．ALS の病態進行に伴い，SOD1G93A;AQP4-/-マウス脊髄で毒性 SOD1 分子種として
知られている可溶性 SOD1 オリゴマー量及び可溶性ミスフォールド SOD1 量は相対的
に増加することが示唆された．  
 
【考察】 
	 ラット SOD1G93Aモデルでは AQP4 の過剰発現が報告されており，本研究でも，
SOD1G93Aマウス及びヒト ALS 患者組織で AQP4 の過剰発現がみられた． ALS にお
ける AQP4 の局在異常は，軸索切断や LPS 投与による急性及び坐骨神経挫滅処置にお
ける慢性グリオーシスに依存せず，ALS の病態特異的に起こっていることが本研究で
明らかとなった．また，SOD1G93A;AQP4-/-マウスでは，BBB 破綻が有意に抑制されて
いることがわかった．BBB の破綻はアストロサイトに局在をもつ AQP4 の過剰発現を
起こすという報告がある一方で，最近の研究では，BBB の維持に AQP4 が積極的に関
与していると言われている．様々な研究報告により，アストロサイトと脳血管内皮細
胞との相互作用は，BBB の機能に深く関与していることが示唆されている．  
	 発症及び生存期間は、我々の予想とは異なり，SOD1G93Aマウスに比べて
SOD1G93A;AQP4-/-マウスでは，発症及び生存期間は有意に短くなり，筋力低下も早く
なった．これらの結果より，SOD1G93A;AQP4-/-マウスにおける BBB の機能維持は，
ALS の発症や進行を遅らせるわけではないことが明らかとなった．この結果について
は，以下 2 点の理由が考えられる． 
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	 第一に，AQP4 を欠損させると，急性水中毒（cytotoxic edema）によるアストロサ
イトの膨張と脳水分量増加が緩徐になり，脳浮腫の程度が軽度になることが報告され
ている．一方，AQP4 ノックアウトマウスに vasogenic edema を起こすと，水の排泄
が遅延し，症状が悪化するという報告がある．詳細なメカニズムは立証されていない
が，これらの報告より，我々の研究結果は，ALS における病態進行の状態は vasogenic 
edema に近い状態なのではないかと考えられる． 
	 第二に，BBB の破綻の結果としては，血管由来の神経毒性物質（フィブリノゲン，
トロンビン，ヘモグロビン，プラスミンなど）だけでなく，神経保護物質も脳に入っ
てくることになると考えられる．AQP4 の欠損は，神経保護物質の流入も制限してい
る可能性がある．BBB の破綻は血管系の漏出及び膵臓から産生されるホルモン様物質
fibroblast growth factor 21 (FGF21) の流入をもたらし，この物質が脳や脊髄の神経
回路修復（髄鞘の修復など）に効果をもたらすという報告がある．BBB と末梢臓器由
来の神経保護物質の脳内流入との関連に興味が持たれる． 
	 一方，glymphatic pathway 機構における AQP4 の役割の重要性が本研究の結果よ
り明らかとなった．ELISA による可溶性 SOD1 オリゴマー量及び可溶性ミスフォール
ド SOD1 量測定結果では，AQP4 を欠損した ALS マウス脊髄で，総可溶性 SOD1 量
に影響を与えることなく，可溶性SOD1オリゴマー量及び可溶性ミスフォールドSOD1
量は有意に増加する．すなわち、ALS において，AQP4 が毒性 SOD1 分子種として知
られているが可溶性 SOD1 オリゴマー量及び可溶性ミスフォールド SOD1 のクリアラ
ンスに関与していることが示唆される．可溶性 SOD1 オリゴマー量及び可溶性ミスフ
ォールド SOD1 量は，ALS 終期で最も高値となっており，ALS において病態の進行と
ともに AQP4 の局在が変化、過剰発現することは、毒性を獲得した SOD1 オリゴマー
のクリアランスを促進しようとする代償作用なのではないかと推測できる． 
	 ALS 病態を考える上で, BBB での AQP4 の役割および glymphatic pathway での
AQP4 の機能において，BBB よりも glympatic pathway が重要な病態修飾因子となっ
ている可能性が示唆された． 
 
【結論】 
	 本研究より，ALS マウス及び ALS 患者において，AQP4 の局在異常及び過剰発現が
確認された．AQP4 の局在異常・過剰発現は，グリオーシスに依存しない病態特異的
現象と考えられる．AQP4 欠損 ALS マウスで解析を進めると，AQP4 欠損 ALS マウ
スでは，BBB の破綻が抑制されており，ALS において AQP4 が BBB の破綻に関与し
ている可能性が示唆された．一方で，発症や生存期間は，AQP4 欠損 ALS マウスで有
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意に早まる結果となった．この相反する結果から，ALS における BBB の破綻が病態
加速因子とはならないことが明らかとなった．一方，AQP4 を欠損した ALS マウス脊
髄で，可溶性 SOD1 オリゴマー量及び可溶性ミスフォールド SOD1 量は有意に増加す
る．ALS において，AQP4 が可溶性 SOD1 オリゴマー及び可溶性ミスフォールド SOD1
のクリアランスに関与していることが示唆された． ALS 病態において glymphatic 
pathway での AQP4 の担う役割が重要であり，AQP4 による有害タンパク質の除去に
焦点をあてたより一層の研究進展が求められる． 
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